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RESUMO 
Com o crescimento atual da piscicultura no cenário nacional e internacional, têm-se a 
intensificação dos sistemas de produção. Apesar de mais lucrativo, este sistema deve ser 
acompanhado de boas práticas de manejo, caso contrário, atua como facilitador da 
instalação de enfermidades. Dentre as doenças que podem acometer peixes, destacam-se 
as bacterioses. Por serem consideradas limitadoras de produtividade, comumente são 
tratadas com antimicrobianos e quimioterápicos de forma indiscriminada. Como resultado, 
tem-se observado aumento da resistência bacteriana aos antimicrobianos. Nesse sentido, a 
busca por produtos naturais com atividade antimicrobiana e sua associação com 
antimicrobianos sintéticos de interesse para piscicultura faz-se necessária. Portanto, o 
objetivo deste estudo foi avaliar as atividades antimicrobianas, antibiofilme e sinérgica de 
cinco óleos essenciais (OEs) com florfenicol contra Aeromonas hydrophila e Aeromonas 
jandaei isoladas de tambaqui (Colossoma macropomum). As cepas bacterianas foram 
identificadas por sequenciamento do gene 16S rRNA  ̧ e destas foram selecionadas três 
cepas A. hydrophila e uma de A. jandaei para o estudo. Os OEs das espécies de Aloysia 
triphylla, Croton cajucara morfotipo vermelho, Croton cajucara morfotipo branco, 
Cymbopogon citratus e Lippia gracilis apresentaram como constituinte majoritário o 
composto β-pineno (22,1%), germacreno D (11,5%), linalol (23%), geranial (45,7%) e 
carvacrol (42,2%), respectivamente. Para a determinação das concentrações inibitórias 
mínimas (CIM) foi utilizada a técnica de microdiluição em placas de 96 poços e, para a 
determinação da concentração bactericida mínima (CBM) dos OEs, foram realizadas 
semeaduras em meio ágar Muller Hinton (MHA). Para a atividade sinérgica foi utilizada a 
técnica de tabuleiro de xadrez “checkerboard”. Os cinco OEs avaliados foram classificados 
com fraca atividade antimicrobiana, apresentando ação bactericida frente aos patógenos 
alvos, com CIM variando de 5.000 a 640.000 ug mL−1. Os OEs de L. gracilis e C. citratus 
apresentaram as menores concentrações contra os patogenos investigados (CIM e CBM de 
5.000 ug mL-1). Os OEs interferiram no biofilme inicial e no consolidado quando 
comparados ao controle negativo (E. coli), passando de produtores fracos para não 
produtores. Os OEs de A. triphylla, C. citratus, C. cajucara morfotipo branca e L. gracilis 
combinados com o florfenicol reduziram a CIM, e o índice de concentração inibitória 
fracionada variou entre 0,38 e 0,50, indicando efeito sinérgico. Nesta dissertação, foi 
possível demonstrar o efeito sinérgico de quatro OEs com o florfenicol, reduzindo a dose 
deste antimicrobiano e dos OEs. Considerando o custo dos tratamentos em piscicultura que 
ainda são altos, este trabalho contribuiu para a redução da quantidade dos fármacos 
utilizados (sintéticos e naturais) e, consequentemente, redução do custo do tratamento. 
Além disso, a diminuição de antimicrobianos sintéticos na água de cultivo torna o 
tratamento mais sustentável ao meio ambiente, reduzindo, inclusive, a seleção de cepas 
bacterianas resistentes ao antimicrobiano.  
Palavras-chave: Atividade antimicrobiana, Aeromonas sp., biofilme, Colossoma 
macropomum, produtos naturais, sinergia
ABSTRACT 
 
With the current growth of fish farming on the national and international scene, there is an 
intensification of production systems. Although more profitable, this system must be 
accompanied by good management practices, otherwise it acts as a facilitator for the installation 
of diseases. Among the diseases that can affect fish, bacteriosis stand out. As they are 
considered productivity limiting, they are commonly treated with antimicrobials and 
chemotherapy indiscriminately. As a result, an increase in bacterial resistance to antimicrobials 
has been observed. In this sense, the search for natural products with antimicrobial activity and 
their association with synthetic antibiotics of interest to fish farming is necessary. Therefore, the 
aim of this study was to evaluate the antimicrobial, antibiofilm and synergistic activities of five 
essential oils (EOs) with florfenicol against Aeromonas hydrophila and Aeromonas jandaei 
isolated from tambaqui (Colossoma macropomum). Bacterial strains were identified by 
sequencing the 16S rRNA  ̧gene and from these, three A. hydrophila and one A. jandaei strains 
were selected for the study. The EOs of the species of Aloysia triphylla, Croton cajucara 
morphotype red, Croton cajucara morphotype white, Cymbopogon citratus and Lippia gracilis 
had as major constituent the compound β-pinene (22.1%), germacrene D (11.5%), linalool ( 
23%), geranial (45.7%) and carvacrol (42.2%), respectively. To determine the minimal 
inhibitory concentrations (MIC) the microdilution technique in 96-well plates was used, and to 
determine the minimal bactericidal concentration (CBM) of the EOs, platings were performed in 
Muller Hinton agar (MHA). For the synergistic activity, the checkerboard technique was used. 
The five EOs evaluated were classified as having weak antimicrobial activity, showing 
bactericidal action against target pathogens, with MIC ranging from 5,000 to 640,000 ug mL−1. 
The EOs of L. gracilis and C. citratus showed the lowest concentrations against the investigated 
pathogens (MIC and CBM of 5,000 ug mL-1). The EOs interfered in the initial and consolidated 
biofilm when compared to the negative control (E. coli), going from weak producers to non-
producers. The EOs of A. triphylla, C. Citratus, C. cajucara white morphotype and L. gracilis 
combined with florfenicol reduced the MIC, and the fractional inhibitory concentration index 
varied between 0.38 and 0.50, indicating a synergistic effect. In this dissertation, it was possible 
to demonstrate the synergistic effect of four EOs with florfenicol, reducing the dose of this 
antimicrobial and EOs. Considering the cost of treatments in fish farming that are still high, this 
work contributed to reducing the amount of drugs used (synthetic and natural) and, 
consequently, reducing the cost of treatment. In addition, the reduction of synthetic 
antimicrobials in the water makes the treatment more sustainable for the environment, even 
reducing the selection of bacterial strains resistant to the antimicrobial. 
Keywords: Antimicrobial activity, Aeromonas sp., biofilm, Colossoma macropomum, 
natural products, synergy. 
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1. INTRODUÇÃO  
O Brasil acompanha a tendência de crescimento da aquicultura mundial, com uma 
pespectiva de produção superior 706 mil toneladas em 2021 (FAO, 2020). A tilápia 
(Oreochromis sp.) é a espécie de peixe mais produzida no Brasil, seguido do tambaqui 
(Colossoma macropomum), que representa a espécie nativa mais produzida no país, com 19,7% 
do total (IBGE, 2019). 
No sistema de criação intensivo é prática comum o uso de elevadas densidades de 
estocagem dentre outras práticas de manejo que, por vezes, são utilizadas de forma inadequada 
afetam as condições de saúde e a sobrevivência dos peixes (COSTA et al., 2019). Estudos 
mostram que a produtividde em pisciculturas intensivas torna-se limitadas quando as medidas 
de biosseguridade encontram-se comprometidas, o que favorece a entrada e disserminação de 
doenças infecciosas com perda estimada para o setor aquícola de 84 milhões de dólares/ano 
(TAVARES-DIAS; MARTINS, 2017). Esses resultados mostram a importância do 
monitoramento das condições de saúde dos peixes para detectar a ocorrência de doenças ainda 
no início, e assim, evitar a disseminação dos agentes infecciosos nas pisciculturas 
(TAVARES-DIAS; MARTINS, 2017).  
Dentre os diversos patógenos que acometem os peixes, as bactérias do gênero Aeromonas 
são bastante numerosas e são reconhecidas por sua capacidade de hemólise e formação de 
biofilme, fatores estes que interferem na virulência da cepa (SEBASTIÃO et al., 2015; 
PESSOA et al., 2019). Atualmente, são reconhecidas 36 espécies de Aeromonas spp., sendo 
que pelo menos 19 são considerados patógenos emergentes (PESSOA et al., 2019; 
FERNÁNDEZ- BRAVO; FIGUERA, 2020). Entre as espécies, Aeromonas hydrophila (com 
três subespécies: A. hydrophila, A. dhakensis e A. ranae), se destaca por ser mais isolada na 
piscicultura mundial, capaz de infectar diversos hospedeiros (PESSOA et al., 2019). Em peixes 
nativos do Brasil, há registros de ocorrência dessa bactéria em tambaqui (Colossoma 
macropomum) (LEÃO et al., 2020; PESSOA et al., 2020; GALLANI et al., 2020), pacu 
(Piaractus mesopotamicus) (BELÉM, 2006), híbrido do surubim (Pseudoplatystoma 
corruscans × Pseudoplatystoma fasciatum) (DA SILVA et al., 2011) e jundiá (Rhamdia 
quelen) (BARCELLOS et al., 2008). O gênero Aeromonas causa a doença conhecida como 
septicemia hemorrágica por Aeromonas móveis (MAS), com lesões cutâneas, hemorragias e 
úlceras, além disso, esse gênero bacterianoé responsável por causar hiperlocomoção 
relacionada ao estresse, aumentando as taxas de morbimortalidade no setor de aquicultura 
(FIGUEIREDO; LEAL, 2008; TAVARES-DIAS; MARTINS, 2017; BANDEIRA JUNIOR 
et al., 2019; PESSOA et al., 2019).  
Para o tratamento de infecções bacterianas em peixes são utilizados antimicrobianos. No 
Brasil, apenas dois fármacos são liberados para uso pelo Ministério da Agricultura, Pecuária e 
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Abastecimento, o florfenicol e a oxitetraciclina, sendo que nenhum desses é registrado para as 
espécies nativas (MAPA, 2011). O antibiótico tem sido usado na aquicultura para prevenir e 
tratar doenças, entretanto é comum o relato de uso de antimicrobianos não liberados, o  que 
tem contribuído principalmente para o desenvolvimento de resistência das cepas bacterianas, 
que culminam afetando a saúde e segurança da população e do ambiente (GASTALHO et al., 
2014; PESSOA et al., 2019). Nesse contexto, os produtos naturais como os OEs, que são 
misturas naturais de compostos voláteis e aromáticos, são excelentes alternativas para serem 
utilizadas em substituição ou em sinergismo com os antimicrobianos, visando estabelecer 
protocolos adequados para o tratamento de doenças bacterianas em peixes (CHOUHAN et al., 
2017; SOUZA et al., 2017; SHAABAN, 2020).  
Atividade antimicrobiana dos OEs de espécies das famílias Verbenaceae (Lippia alba, 
Lippia origanoides e Lippia sidoides), Lamiaceae (Mentha piperita e Mentha arvensis) e 
Piperaceae (Piper callosum, Piper hispidinervum, Piper hispidum e Piper marginatum), frente 
isolados de Aeromonas spp. de tambaqui apresentaram bons resultados de concentrações 
inibitórias mínimas (CIM) e nas concentrações bactericidas mínimas (CBM), despontando 
como potenciais candidatos para o tratamento desta bacteriose em função de seu potencial 
bactericida (MAJOLO et al., 2017; 2019; CHAGAS et al., 2020). Com relação à aplicação de 
OEs em protocolos de banhos terapêuticos observou-se que tambaquis infectados 
experimentalmente com A. hydrophila demostraram maior taxa de sobrevivência (79,2%) após 
banho com 10 mg L-1 do OE de L. origanoides (OLIVEIRA et al., 2018). A inclusão de L. 
alba, 2,0 ml kg-1 de dieta, foi recomendada para juvenis de tilápia-do-Nilo (Oreochromis 
niloticus) por contribuir com melhores valores de conversão alimentar e atividade imunológica, 
além de aumentar a sobrevivência dos peixes após infecção por Aeromonas spp. (SOUZA et 
al., 2019). Neste sentido destaca-se ainda o papel dos compostos isolados carvacrol, citral, 
eugenol, linalol e timol, presentes em muitas espécies de plantas bioativas, na inibição da 
formação de biofilme e hemólise. Destes cinco compostos, o linalol em combinação com o 
florfenicol ou com a oxitetraciclina contra A. hydrophila, isoladas de R. quelen, demonstraram 
potencial sinérgico, contribuindo para a diminuição do uso do antimicrobiano e 
consequentemente de seus resíduos no ambiente aquático (BANDEIRA JUNIOR et al., 2018).
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Dentre os óleos essenciais que despertam interesse para dar continuidade aos estudos sobre o seu 
potencial antimicrobiano, isolados ou em sinergismo na aquicultura, destacam-se os das espécies 
de Aloysia triphylla (cedrina), Croton cajucara, morfotipos branca e vermelha (sacacas), 
Cymbopogon citratus (capim-limão) e Lippia gracilis (alecrim-de-tabuleiro) (AZEVEDO et al., 
2012; COSTA et al., 2013; TADTONG et al., 2014; SILVA et al., 2017; SOUZA et al.,2017). 
Para estas espécies não há informações disponíveis sobre atividade antimicrobiana, potencial 
antibiofilme e sinergismo dos óleos essenciais com o antimicrobiano florfenicol frente cepas de 
A. hydrophila e A. jandaei, isoladas de tambaqui, até o momento. Portanto, neste projeto 
pretende-se disponibilizar essas informações contribuindo para o estabelecimento de protocolos 
para o tratamento de septicemia hemorrágica causada por A. hydrophila e por A. jandaei em 
tambaqui, garantindo maior sustentabilidade ao sistema de produção. 
2. REVISÃO DE LITERATURA 
2.1 A espécie Colossoma macropomum 
Colossoma macropomum popularmente conhecido como tambaqui (Figura 1), é um 
peixe nativo da bacia Amazônica que apresenta alta taxa de fecundidade e crescimento. É 
conhecido como peixe redondo pelo seu formato abaloado, sendo um dos maiores peixes de 
escamas de água doce da América do Sul, depois do pirarucu (Arapaima gigas), podendo 
chegar a medir 90 cm de comprimento e 30 kg de peso (SANTOS et al., 2006; MORAIS; 
O´SULLIVAN, 2017). É uma espécie com grande aceitação e valor econômico agregado, por 
isso é o principal peixe de água doce produzido na aquicultura brasileira, também em vários 
países asiáticos. É a espécie de maior destaque para a piscicultura na Amazônia, sendo 
produzido em açudes particulares, viveiros de barragem, viveiros escavados e tanques- rede 
(VALLADÃO et al., 2018). É oriundo das bacias dos rios Orinoco e Amazonas, e sua 
distribuição geográfica compreende o Brasil, Venezuela, Colômbia, Peru e Bolívia, (SAINT- 
PAUL, 2017; GOMES et al., 2010) 
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Figura 1. Exemplar de Colossoma macropomum. Foto: arquivo pessoal. 
 
 
 A produção de peixes nativos concentra-se principalmente nas regiões Norte, 
Nordeste e Centro-Oeste. Com destaque para a região Norte, três estados estão entre os cinco 
principais produtores, Rondônia em primeiro lugar na produção de peixes nativos, produziu 
68.800 toneladas, o estado do Pará ocupou o quarto lugar com produção de 25.005 toneladas e 
o estado do Amazonas produziu 20.596 toneladas, ocupando a quinta posição na produção de 
peixes nativos, com o tambaqui como a principal espécie produzida (PEIXE BR, 2020). 
Em sistemas intensivos, o tambaqui pode alcançar até 2,62 kg e produção de 18.530 kg 
ha-1 após 10 meses de engorda em tanques escavados com emprego de aeradores (IZEL et al., 
2013). Esses bons resultados se devem às características peculiares da espécie como bom 
crescimento, aceitação de ração, resistência a baixos níveis de oxigênio dissolvido, qualidade 
de água pobre e manuseio, além da facilidade de obtenção de juvenis durante todo o ano (IZEL 
et al., 2013, 2020; SAINT-PAUL, 2017; VALLADÃO et al., 2018; GOMES et al., 2010). Em 
adição, essa espécie apresenta alto valor comercial e boa aceitação pelo mercado consumidor 
(GOMES et al., 2010). 
Estudos voltados ao levantamento e tratamento de doenças bacterianas no ambiente de 
cultivo se tornam necessários, uma vez que as bacterioses são uma das principais causas de 
perdas econômicas na criação de peixes (TAVARES-DIAS; MARTINS, 2017; BANDEIRA 
JUNIOR et al., 2019; PESSOA et al., 2019). Segundo Pessoa et al. (2020), A. hydrophila foi a 
bactéria isolada com maior prevalência (41,2%) em tambaquis estressados, mas houve também 
o registro das espécies A. dhakensis, A. caviae, A. veronii e A. jandaei. Esses resultados 
evidenciam que o tambaqui não está livre da ocorrência de surtos epizoóticos causados pelo 
gênero Aeromonas, e, portanto, maior atenção deve ser dada a este gênero bacteriano. 
 
2.2 Aeromonas spp. 
O grupo de Aeromonas móveis compreende bactérias Gram-negativas, oportunistas, de 
natureza ubíqua, e sua patogenicidade é considerada multifatorial (TAVARES et al., 2014; 
PESSOA et al., 2019). Tem a forma de bastonetes curtos, anaeróbias facultativas, apresentam 
resultado positivo nos testes de oxidase e catalase, medem aproximadamente 0,3-1,0 μm em 
diâmetro por 1,0-3,5 μm em comprimento e compreende inúmeras espécies, podendo assumir 
uma forma mais curta ou esférica em situações de baixa disponibilidade de nutrientes. 
Apresentam também    uma camada cristalina em torno de suas células, são móveis, possuem um 
ou mais flagelos para locomoção e crescem em temperaturas que variam de 5 ºC a 37 ºC 
(PARKER; SHAW, 2011; PESSOA et al., 2019). 
As Aeromonas possuem vários fatores de virulência ligados ao desenvolvimento de 
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doenças (FREIRE et al., 2019; PESSOA et al., 2019; 2020). Componentes estruturais, toxinas 
e produtos extracelulares, agindo em conjunto ou individualmente, permitem que esses 
microrganismos colonizem e infectem os hospedeiros. O complexo de virulência de Aeromonas 
spp., devido a essa diversidade, ainda não foi estabelecido (OTTAVIANI et al., 2011; PESSOA 
et al., 2019). 
A composição estrutural de uma célula bacteriana tem grande influência no processo 
infeccioso. Vários fatores como flagelos, pili, proteínas e antígenos de membrana, entre outros, 
têm sido estudados e relacionados a papéis na patogenicidade bacteriana, por exemplo, 
locomoção, adesão ao tecido do hospedeiro, proteção contra agentes bactericidas, células do 
sistema imunológico e presença de biofilme (RASMUSSEN-IVEY et al., 2016; PESSOA et al., 
2019). A formação de biofilme não é apenas uma etapa importante na patogenicidade dos 
organismos, mas seu estabelecimento em tecido do hospedeiro (biótico) ou superfícies 
inanimadas (abióticas) inibem a eficácia das terapias antimicrobianas e fornecem proteção 
contra mecanismos de defesa do hospedeiro (SEBASTIÃO et al., 2013). Além disso, biofilme 
facilita a comunicação entre bactérias para expressão de virulência, que cria um nicho ecológico 
para microrganismos, promovendo epizootias ou infecções recorrentes no ambiente de 
aquicultura (BASSON et al., 2008). 
A espécie mais comum isolada em pisciculturas (61,5%) é A. hydrophila, a qual pertence 
à família Aeromonadaceae e seu habitat é predominantemente aquático (dulcícola e marinho) 
(PESSOA et al., 2019). A doença causada por A. hydrophila é chamada septicemia hemorrágica 
e está associada ao excesso de matéria orgânica na água, acometendo peixes em condições de 
estresse e/ou associada à infecção por outros patógenos (SEBASTIÃO et al., 2018). Essa 
doença é um obstáculo importante para o crescimento sustentável da aquicultura, sendo o seu 
agente causador de úlceras, putrefação, podridão da cauda em peixes, além de causar danos 
oxidativos ao peixe, que tenta combater a infecção liberando uma forma reativa de oxigênio e 
nitrogênio (BANDEIRA JR. et al., 2019; GALLANI et al., 2020). 
Outras espécies de Aeromonas têm sido isoladas de tambaquis estressados, como as 
espécies A. dhakensis, A. caviae, A. veronii e A. jandaei (PESSOA et al., 2020). Esta última 
espécie com registros de isolamentos em peixes como Enguia europeia (Anguilla anguilla) 
(ESTEVE et al., 1993), tilápia do Nilo (DONG et al., 2017; ASSANE et al., 2021), panga 
(Pangasianodon hipoftalmo) (PHU et al., 2015) e Anabás (Anabas testudineus) 
(MAZUMDER et al., 2021). 
Há informações disponíveis de que cepas de A. hydrophila e A. jandaei desenvolveram 
resistência contra muitos dos antimicrobianos disponíveis (MAHANTY et al., 2013; 





Figura 2. Sinais clínicos de Aeromonas hydrophila e fatores de virulência em Colossoma 
macropomum acometido de enfermidade. Fonte: Pessoa et al. (2019). 
 
Cepas de A. hydrophila isoladas de tambaquis apresentaram-se suscetíveis aos 
antimicrobianos ceftriaxona, florfenicol, oxitetraciclina e tianfenicol, mas foram resistentes 
contra ampicilina, amoxicilina, penicilina, estreptomicina, sulfazotrina e vancomicina; 
intermediário contra gentamicina e doxiciclina (GALLANI et al., 2020). Já A. hydrophila 
isolada de tilápia híbrida vermelha (O. niloticus × Oreochromis mossambicus) na Malásia 
demonstrou resistência múltipla a antimicrobianos (MAR) como amicacina, ampicilina, 
cefotaxima, amoxicilina, sulfametoxazol-trimetoprima, eritromicina e estreptomicina, o que 
pode representar uma ameaça à saúde humana (PAUZI et al., 2020). Para A. jandaei isolada de 
A. testudineus foi relatada sensibilidade bacteriana aos 20 antimicrobianos avaliados, sendo os 
principais: clorafenicol, tetraciclina, ciprofloxacina, gentamicina, eritromicina e florfenicol 
(MAZUMDER et al., 2021). Em cepas de A. jandaei e A. hydrophila isoladas de pirarucu foi 
observada resistência aos antimicrobianos imipenem e ceftriaxona, mas os isolados foram 
suscetíveis a ampicilina, ceftazidima, cefotaxima, cefoxitina, ceftriaxona, imipenem, 
amicacina, estreptomicina, tetraciclina, ácido nalidíxico, ciprofloxacina, 
trimetoprima/sulfametoxazol e cloranfenicol (PROIETTI-JUNIOR et al., 2021). Em outro 
estudo, foi constatado sensibilidade de cepas de A. jandaei isoladas de tilápia-do-Nilo para os 
antimicrobianos enrofloxacina, florfenicol, oxitetraciclina e tiafenicol (ASSANE et al., 2021). 
Esses resultados reforçam a necessidade de ser dada maior atenção ao monitoramento, 
diagnóstico e controle destas bactérias no ambiente.
19 
 
2.3 Antimicrobianos utilizados na piscicultura, com destaque para o florfenicol 
Os antimicrobianos são substâncias produzidas de forma sintética, semissintética ou 
natural, com a capacidade de impedir a multiplicação de bactérias ou destruir as mesmas 
(ROMERO et al., 2012). O mecanismo de ação dos antimicrobianos pode ser agrupado em 
cinco categorias: inibição da síntese de peptideoglicano da parede celular, alteração da 
permeabilidade da membrana ou transporte ativo da membrana celular, inibição da síntese de 
proteína (inibição da tradução e transcrição do material genético), inibição da síntese do ácido 
nucléico e inibição da síntese de fosfato (NOGUEIRA et al., 2016; SAAVEDRA, et al., 2019; 
SOUZA, 2019). 
Para o tratamento de infecções bacterianas em peixes, há apenas poucos antimicrobianos 
aprovados pela agência americana Food and Drug Administration. Nesta lista estão incluídos: 
sulfadimetoxina ormetoprim, florfenicol e oxitetraciclina (FDA, 2018). Já no Brasil, apenas 
dois antimicrobianos têm o uso aprovado pelo Ministério da Agricultura, Pecuária e 
Abastecimento, a oxitetraciclina para os salmonídeos e bagres e o florfenicol para trutas e 
tilápia, com administração via oral na ração (SINDAN, 2018). Dentre estes, o florfenicol tem 
sido o antimicrobiano mais comumente usado na aquicultura para o tratamento de várias 
doenças bacterianas em peixes (ZHANG et al., 2020). 
O florfenicol é um antimicrobiano de amplo espectro, sendo principalmente 
bacteriostático,  cujo modo de ação é através da ligação à subunidade ribossomal 50S e 
inibição da etapa da transpeptidil-transferase na síntese de proteínas, eficaz contra bactérias 
Gram-negativas e Gram-positivas (MILLER, 2007). Esse antimicrobiano vem sendo testado 
na aquicultura em várias espécies de peixes, como em tambaqui frente Aeromonas spp. e 
Streptococcus spp. (FERRANTE et al., 2020), pacu (Piaractus mesopotamicus) e carpa comum 
(Cyprincus carpio) frente A. hydrophila (CARRASCHI et al., 2014; ZHAO et al., 2018), e em 
tilápia-do-Nilo frente a Streptococcus iniae e S. agalactiae (GAIKOWSKI et al., 2014), entre 
outros. Entretanto, quando os antimicrobianos são usados de forma errônea na aquicultura 
como profiláticos e terapêuticos, este fato contribui para a seleção de bactérias resistentes, bem 
como na seleção e disseminação de seus respectivos genes codificadores de resistência a 
antimicrobianos (MIRANDA et al., 2018; PESSOA et al., 2019), 
O tratamento com o florfenicol por 10 dias em tanques com bagre de canal (Ictalurus 
punctatus) alterou a estrutura da microbiota e reduziu a biodiversidade desta nos tanques. Os 
autores relataram a transferência horizontal de genes de resistência, e que as bactérias podem 
adquirir a resistência ao florfenicol através da regulação do sistema de efluxo inato, por meio 




resultou em aumento da diversidade dos genes de resistência aos antimicrobianos e de sua 
abundância relativa total no microbioma intestinal do pacu (SÁENZ et al., 2019). Em adição, 
Silva et al. (2018) também relataram que a resistência ao florfenicol em Aeromonas spp. pode 
ser explicada pela presença do gene floR, e que esse gene está relacionado com uma bomba de 
efluxo. 
Diante deste quadro, estratégias de terapia combinada têm sido empregadas para 
aumentar a eficácia do tratamento de bacterioses, permitindo reduzir o uso de antimicrobianos 
na aquicultura e consequentemente os resíduos no ambiente. Neste sentido, Assane et al. (2019) 
relataram que isolados de Aeromonas spp. foram sensíveis aos antimicrobianos florfenicol e 
tiafenicol, tanto individualmente quanto em combinação. Em adição, a combinação dos dois 
antimicrobianos apresentou um efeito sinérgico, mostrando que é possível reduzir a quantidade 
de antimicrobiano e obter o mesmo efeito terapêutico no tratamento de aeromoniose em 
tilápia-do-Nilo. Com relação somente ao efeito isolado do florfenicol, estudos de depleção de 
resíduos com o antimicrobiano administrado isoladamente (10 mg kg-1), por 10 dias para o 
tambaqui, evidenciaram potencial de tratamento para as principais bacterioses que acometem 
a espécie, e determinaram que o período de carência após 10 dias de tratamento foi menor do 
que 24 horas (CASTELO BRANCO, 2015). 
Diante destas informações, há necessidade de avaliar novos protocolos para o uso de 
antimicrobianos para o tratamento de bacterioses registradas na produção de tambaqui, 
considerando os efeitos terapêuticos sinérgicos, antagônicos ou aditivos dos antimicrobianos 
sintéticos e naturais como os óleos essenciais (BANDEIRA JUNIOR et al., 2018). 
 
2.4 Óleos essenciais (OEs) como alternativa para o tratamento de bacterioses em peixes 
Os OEs são misturas complexas obtidas a partir de material vegetal. São voláteis e 
lipofílicos, com baixo peso molecular, geralmente odoríferas e líquidas, constituídas, em sua 
maioria, por moléculas de natureza terpênica (MORAIS, 2009; TARIQ et al., 2019), muitos 
dos quais comprovadamente possuem propriedades antimicrobianas fortes (RADULOVIC et 
al., 2013; CUNHA et al., 2018; TARIQ et al., 2019), pertencem ao metabolismo secundário 
das plantas e estão associados a várias funções necessárias à sobrevivência do vegetal, 
exercendo papel fundamental na defesa contra microrganismos e predadores, e na atração de 
insetos e outros agentes polinizadores. De acordo com a família a que pertencem, as diversas 
espécies de plantas acumulam esses elementos voláteis em órgãos anatômicos específicos 




Os OEs das famílias Piperaceae (Piper aduncum, P. callosum, P. hispidinervum, P. 
hispidum e P. marginatum), Lamiaceae (Mentha arvensis, M. piperita e Ocimum 
gratissimum), Verbenaceae (Lippia alba, L. sidoides e L. origanoides), Zingiberaceae 
(Zingiber officinale), Lauraceae (Cinnamomum zeylanicum) e Myrtaceae (Eugenia 
caryophyllata) se destacam devido atividade antimicrobiana contra isolados considerados 
patogênicos na piscicultura, como: Aeromonas spp. em tambaqui (MAJOLO et al., 2017; 
2019; CHAGAS et al., 2020; GALLANI et al., 2020; MONTEIRO et al., 2020) e 
Streptococcus agalactiae em tilápia-do-Nilo (MAJOLO et al., 2018). Na Tabela 1 são 
apresentados valores de concentração inibitória mínima (CIM) e concentração bactericida 
mínima (CBM), evidenciando a atividade antimicrobiana de diferentes OEs. Em adição, os 
OEs também vêm apresentando bons resultados como antiparasitários (ALVES et al., 2021; 
COSTA et al., 2020; VALETIM et al., 2017), imunoestimulante (ZARGAR et al., 2019; 
CHUNG et al., 2021), entre outras atividades biológicas. 
 
Tabela 1. Principais óleos essenciaiss de plantas utilizados contra bactérias com potencial 
patogênico para peixes. 









Piper aduncun Piperaceae 30.000 - Aeromonas 
hydrophila 
Majolo et 
al.(2019) P. callosum 30.000 - 
P.hispidinervun 30.000 - 
P.marginatum 234 - 
Aloysia triphyla Verbenaceae - 197,3 a 3.125 Aeromonas 
spp. 
Souza et 
al.(2017) Lippia alba - 197,3 a 3.125 



































> 6.400 > 6.400 






















Kot et al. 
(2019) 


























































190 a 1.560 380 a 3.120 Aeromonas 
hydrophila 
10 a 380 200 a760 Aeromonas 
sobria 
Lippia sidoides Verbenaceae 
625 a 1.250 
 










Lamiaceae 1.250 a 5.000 1.250 a 5.000 
Zingiber officinale Zingiberaceae 1.250 a 5.000 1.250 a 5.000 
Mentha arvensis Lamiaceae 
 
1.250 16.666,7 Aeromonas 
spp. 
Chagas et al. 
(2020) 
M. piperita 1.250 16.666,7 
Eugenia 
caryophyllata 







Gallani et al. 
(2020) 








Citrus aurantium linne 
 
Rutaceae 7.500 7.500 










Cymbopogon nardus 3.750 3.750   
Melaleuca 
alternifolia 
 7.500 15.000 
Mentha piperita  
Lamiaceae 
3.750 3.750 


















































Sutili et al. 
(2016) 





800 - 3.200 
 








































Lauraceae ≥3.592  
≥3.628 
- 
Allium sativum  
Liliaceae 
5.415 10.830 Aeromonas 
hydrophila 
Assane et al. 
(2020) 





















































2.650 2.650 A. jandaei 
 
Citrus aurantium Rutaceae 35.560 35.560 A. hydrophila 
17.780 35.560 A. jandaei 
Citrus bergamia Rutaceae 8.740 8.740 A. hydrophila 

















































18.240 18.240 A. jandaei 
Mentha 
piperita 
Lamiaceae 2.245 4.490 A. hydrophila 




Lamiaceae 1.113 2.222 A. hydrophila 









































































Com relação à atividade antimicrobiana dos OEs, o mecanismo de ação está ligado à 
sua hidrofobicidade, que lhes permite associação aos lipídios da membrana celular e das 
mitocôndrias. A membrana torna-se permeável e ocorrem perdas de componentes celulares e 
íons, o que leva à ruptura da membrana e, consequentemente ao seu vazamento. Ocorre 
mudança da morfologia da célula, interrompendo as atividades celulares, como a produção de 
energia e transporte da membrana (NAZZARRO et al., 2013; TARIQ et al., 2019). 
 
2.5. Sinergismo entre óleos essenciais e antimicrobianos 
A interação sinérgica significa que o efeito de duas substâncias químicas tomadas em 
conjunto é maior do que a soma de seus efeitos separados nas mesmas doses, as interações 
podem ser investigadas tanto entre componentes de extratos vegetais quanto entre produtos 
naturais e fármacos sintéticos (CASANOVA; COSTA, 2017). Estas estratégias com OEs ou 
terapia combinada com antimicrobianos permitem aumentar a eficácia de tratamentos para 
bacterioses (CHOUHAN et al., 2017; SOUZA et al., 2017; BANDEIRA JUNIOR et al., 2018; 
SHAABAN, 2020; ASSANE et al., 2020), com isso facilitando a aplicação desses compostos 
para superar problemas com bactérias multirresistentes (CHOUHAN et al., 2017). O efeito 
sinérgico dos fármacos contra um determinado microrganismo é alcançado quando o efeito 
combinado das substâncias é maior do que a soma dos efeitos individuais (BANDEIRA 
JUNIOR et al., 2018; ASSANE et al., 2020). Já o efeito antagônico ocorre quando uma 
combinação de substâncias mostra um efeito menor quando comparado com os efeitos das 
aplicações individuais (BURT, 2004; ASSANE et al., 2020). Várias pesquisas vêm enfatizando 
o pontencial da sinergia entre OEs e antimicrobianos (Tabela 2).  







































antimicrobiano florfenicol frente Aeromonas spp., isoladas da espécie pacamã (Lophiosilurus 
alexandri) e de tilápia-do-Nilo . Tal sinergismo permitiu reduzir a concentração utilizada dos 
antimicrobianos e resíduos dispensados na água de cultivo dos peixes. Sharma et al. (2020) 
testaram seis OEs em sinergismo com vários antimicrobianos frente a  bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, sendo que as Gram-positivas demonstraram ser mais sensíveis às 
combinações. A combinação aumentou a eficácia antibacteriana dos compostos sintéticos e 
reduziu significativamente as doses ativas do antimicrobiano. El Atki et al. (2019) testou o OE 
de canela (Cinnamomum cassia) em sinergismo com ampicilina e clorafenicol frente a 
bactérias multirresistentes e constatou o efeito sinérgico. A combinação poderá ser usada 
como alternativa terapêutica, reduzindo as doses, os efeitos adversos, e os custos do uso de 
antimicrobiano. 
Neste contexto, os estudos sobre o emprego de OEs individualmente ou em 
combinação devem ser aprofundados visando o tratamento de doenças bacterianas, como 
àquelas causadas por A. hydrophila e A. jandaei, na criação de espécies nativas como o 
tambaqui. 
 
Tabela 2. Sinergismo entre óleos essenciais e antimicrobianos frente a bactérias de 
interesse na piscicultura. 
Plantas Antimicrobiano Bactérias ∑IFI Referências 
Aloysia Triphylla 
 
Florfenicol Aeromonas spp. 0,28 Souza et al.(2017) 
Aeromonas spp. 0,15 
Aeromonas spp. 0,18 
Aeromonas spp. 0,27 
Lippia alba Florfenicol Aeromonas spp 0,28 
Aeromonas spp. 0,15 
Aeromonas spp. 0,09 






















Cloranfenicol Micrococcus luteus 0,48 











Micrococcus luteus 0,496 
Bacillus subtilis 0,496 









Cloranfenicol Micrococcus luteus 0,50 
Bacillus subtilis 0,50 











































Micrococcus luteus 0,5 










0,313 Nafis et al. (2020) 




Bacillus subtilis 0,375 









Vancomicina Salmonela sp. 0,27 













Proteus mirabilis 0,13 
Escherichia coli 0,13 
Neomicina Proteus mirabilis 0,13 







2.6 Aloysia triphylla 
Pertencente à família Verbenaceae, a planta A. triphylla (Figura 3) é um arbusto grande, 
de dois a três metros de altura, ramificado e ereto. É conhecida pelos nomes populares de cidrão, 
erva-cidreira, cidró, erva-luísa e cidrozinho (LORENZI; MATOS, 2008). No Brasil é comum 
o seu cultivo como planta ornamental, sendo uma planta bastante aromática. O rendimento do 
óleo essencial de A. triphylla é de 0,45% (PAULUS et al., 2013), sendo o citral, neral e geranial 
os seus principais constituintes químicos (CARNOT et al., 1999; PAULUS et al., 2013). 
 
Figura 3. Espécime de Aloysia triphylla cultivada em Manaus – AM. Foto: Franmir Brandão 
 
 
Na medicina tradicional a folha de A. triphylla é utilizada para insônia, ansiedade e como 
analgésico, sedativo, para combater resfriados e antiespasmódico (LORENZI & MATOS, 
2008). Na aquicultura foi investigado seu potencial antibacteriano contra Aeromonas sp. 
isolada de peixes (PARODI et al., 2013). Seu efeito anestésico foi observado em jundiá  
(SANTOS et al., 2017), pacamã (BECKER et al., 2017) e em tambaqui (BRANDÃO et al., 
2021).  Em R. quelen mostrou ser um antioxidante eficaz em concentração de 2,0 ml kg- 1 na 
dieta (ZEPPENFELD et al., 2017), reduzindo o estresse no transporte (SANTOS et al., 2017). 
Como aditivo alimentar foi avaliado em jundiá (SANTOS et al., 2017), tilápia do Nilo 






2.7 Croton cajucara 
 
Croton cajucara (Figura 4) é uma importante planta medicinal no Brasil, com 
ocorrência na região Amazônica. É um arbusto de folhas lanceoladas, dotadas de pecíolo, com 
coloração verde ou parda, com flores e casca, e estas são pulverulentas e aromáticas. Esta 
espécie pertence à família Euphorbiaceae e possui dois morfotipos conhecidos como sacaca 
branca e sacaca vermelha, os quais são identificados pela cor das folhas e caules (LORENZI; 
MATOS, 2008; NASCIMENTO et al., 2017). 
 
 
Figura 4. Espécimes de Croton cajucara cultivada em Manaus – AM. (A) morfotipo vermelho; 
(B) morfotipo branco. Foto: Márcio Rosa. 
 
Na medicina popular as folhas e cascas do caule das sacacas são utilizadas no tratamento 
de diabetes, diarreia, malária, distúrbios gastrintestinais e no controle do colesterol (MACIEL 
et al., 2007; LORENZI; MATOS, 2008). O óleo essencial da sacaca morfotipo branca é rico 
em linalol, enquanto a sacaca do morfotipo vermelha é rica em 7-hidroxicalameneno, com 
atividades anti-inflamatória, antitumoral, antiparasitárias e antimicrobianas descritas 
(CHAVES et al., 2006; AZEVEDO et al., 2013; RODRIGUES et al., 2013). No controle do 
endoparasito Neoechinorhynchus buttnerae de tambaquis, o óleo essencial de C. cajucara, 
morfotipos branco e vermelho, na concentração de 6,25 mg mL−1, apresentaram 100% de 





2.8 Cymbopogon citratus 
O gênero Cymbopogon possui mais de 100 espécies nos países tropicais, incluindo o 
Brasil, destas, aproximadamente 56 são aromáticas. Pertencente à família Poaceae, a espécie C. 
citratus (Figura 5) é conhecida popularmente como capim cidreira, capim-limão, capim-santo 
ou capim-cidrão (LORENZI; MATOS, 2008). Na composição química deste óleo essencial 
estão neral, geranial, geraniol, limoneno, citronelal e mirceno (GUERRA et al., 2000; 




Figura 5. Espécime de Cymbopogon citratus cultivada em Manaus – AM. Foto: Francisco 
Célio Maia. 
 
Na medicina popular essa planta é utilizada como ansiolítica e anti-hipertensiva 
(LORENZI; MATOS, 2008). Há ainda a descrição da atividade antifúngica e antimicrobiana 




estudos têm comprovado a atividade em peixes. Starliper et al. (2015) relataram valores 
relativamente baixos para a concentração bactericida mínima do óleo de C. citratus frente 
Aeromonas spp., A. salmonicida subsp. salmonicida, A. hydrophila e A. veronii bv. sobria. 
Assane et al. (2020) testaram o óleo de C. citratus frente às bactérias Aeromonas spp. e 
Citrobacter frendii, com resultados positivos de 4.370 µg mL-1 para atividade antibacteriana 
(Tabela 1). Gallani et al. (2020) também testaram o óleo de C. citratus frente A. hydrophila, 
com valor de CIM de 1.825 mg mL-1 (Tabela 1). Já atividade anti-helmíntica deste óleo 
essencial tem sido descrita para parasitos monogenea (Anacanthorus spathulatus, 
Mymarothecium boegeri e Notozothecium janauachensis) em tambaqui, com 100% de eficácia 
in vitro, sendo o efeito dose-dependente (GONZALES et al., 2020). 
 
2.9 Lippia gracilis 
Lippia gracilis (Figura 6), da família Verbenaceae, é conhecida como alecrim-da- 
chapada ou alecrim-de-tabuleiro. Essa planta tem arbustos caducifólios, ramificados, com caule 
quebradiço, de até dois metros de altura. As folhas desta planta são aromáticas e picantes, 
simples, cartáceas, com enervação impressa bem visível, de um pouco mais de 1 cm de 
comprimento (LORENZI; MATOS, 2008). Apresentam inflorescências axilares, tetrásticas, 
brácteas membranáceas, ovais, imbricadas, conatas na base, glandulosas; corola alva, com 0,5- 
1,8 cm de comprimento (SALIMENA; SILVA, 2009). 
 
Figura 6. Espécime de Lippia gracilis cultivada em Manaus - AM (Foto: Márcio Rosa). 
 
 
Essa planta é encontrada em regiões do cerrado e da caatinga brasileira. É bastante usada 
na medicina popular para tratar problemas respiratórios como gripes, tosse, sinusite, bronquite, 




antisséptico e antimicrobiano (PASCUAL et al., 2001). Seu óleo essencial é composto 
principalmente por carvacrol, timol, p-cimeno, β-cariofileno, γ-terpineno (LORENZI; 
MATOS, 2008; SANTOS et al., 2014). Estudos têm comprovado ação antibacteriana, 
antiinflamatória, antioxidante, antifúngica, antiparasitária, além de atividade inseticida (DA 
SILVA et al., 2019; MELO et al., 2013). 
Atividade antiparasitária tem sido comprovada em tambaqui, com eficácia no controle 
in vitro do acantocéfalo N. buttnerae na concentração de 0,9 mg mL-1 (OLIVEIRA et al., 2021) 




- As cepas patogênicas para o tambaqui, A. hydrophila e A. jandaei, formam biofilme; 
- Os óleos essenciais de Aloysia triphylla, Croton cajucara, morfotipos branco e vermelho, 
Cymbopogon citratus e Lippia gracilis possuem mecanismos de ação bactericidas e o 
florfenicol bacteriostático contra A. hydrophila e A. jandaei; 
- Os óleos essenciais investigados apresentam atividade antibiofilme que potencialmente inviabiliza a 
adesão das bactérias-alvo; 
- Os óleos essenciais e o antimicrobiano florfenicol investigados apresentam respostas 
sinérgicas contra A. hydrophila e A. jandaei, permitindo diminuir a quantidade de fármaco e 






3.1. Objetivo geral 
 
 
- Prospecção de óleos essenciais em combinação com florfenicol frente Aeromonas móveis isoladas de 
tambaqui (Colossoma macropomum) 
 
3.2. Objetivos específicos 
 
 
-  Determinar os principais constituintes químicos dos óleos essenciais das espécies de    Aloysia 
triphylla, Croton cajucara, morfotipos branco e vermelho, Cymbopogon citratus e Lippia 
gracilis; 
 
- Realizar a prospecção in vitro de cinco óleos essenciais e do antibiótico florfenicol contra as 
cepas de A. hydrophila e A. jandaei, a partir da determinação da atividade antimicrobiana e da 
atividade antibiofilme; 
 
- Avaliar o potencial de sinergismo dos óleos essenciais de A. triphylla, C. cajucara, morfotipos 
branco e vermelho, C. citratus e L. gracilis com o antibiótico florfenicol, baseado no valor do 




4. MATERIAL E MÉTODOS 
4.1. Coleta de material vegetal e extração de óleo essencial 
Foram utilizadas folhas e inflorescências de A. triphylla, C. cajucara, morfotipos branco 
e vermelho, C. citratus e L. gracilis, coletadas de plantas adultas pertencentes à Coleção de 
Plantas Medicinais da Embrapa Amazônia Ocidental, município de Manaus, AM. Este material 
foi exposto a temperatura ambiente para a secagem, até atingir o peso constante. Após este 
processo, os OEs foram extraídos pelo método de hidrodestilação, com o uso de aparelho de 
Clevenger. Em cada extração foram colocadas amostras de 500 g de folhas secas e 
inflorescências de cada espécie de planta, em balão volumétrico de 12L, acoplado a uma manta 
aquecedora. Foi adicionada água destilada até a imersão das folhas. Em seguida, a manta 
aquecedora foi ligada e quando o OE começou a ser extraidofoi considerado o início do 
processo. Ao final da extração, o volume do OE foi medido, e logo em seguida foi recolhido e 
armazenado em vidros âmbar lacrados com tampa e batoque e estocados em freezer até o 
momento da análise da sua composição química. 
 
4.2. Determinação da composição química dos óleos essenciais 
Amostras dos OEs de A. triphylla, C. cajucara, morfotipos branco e vermelho, C. 
citratus e L. gracilis foram enviadas para a Embrapa Agroindústria de Alimentos e realizado o 
fracionamento e a caracterização química por cromatografia em fase gasosa em equipamento 
Agilent 6890 acoplado a detector seletivo de massas Agilent 5973N, operando no modo 
ionização eletrônica (70 eV). Para a separação dos componentes foi utilizada uma coluna 
capilar HP5-MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 µm), com programação de temperatura de 60 a 240 
ºC, variando a uma taxa de 3ºC/min. As amostras (1,0 µL) foram injetadas no modo com 
divisão de fluxo (1:100) em injetor mantido a 250 ºC. Hélio foi usado como gás carreador (1,0 
mL min-1). 
Para a quantificação relativa (área %) dos componentes dos OEs, foi utilizado um 
cromatógrafo a gás, modelo Agilent 6890N, equipado com um detector de ionização por 
chama mantido a 280ºC, uma coluna capilar HP5 (30 m X 0,32 mm X 0,25 µm) e utilizando 
hidrogênio (1,5 mL min-1) como gás carreador. Os demais parâmetros de análise foram os 
mesmos descritos acima. A identificação dos constituintes de cada óleo foi feita por 
comparação do espectro de massas obtido com aquele da biblioteca de espectros de massa 
Wiley (6ª edição) e por comparação do índice de retenção calculado de cada componente com 




Os dados quantitativos foram obtidos de áreas de pico usando um detector de ionização 
de chama (FID). As áreas foram normalizadas por padrão interno (octanoato de etila). As 
amostras de cada OE foram analisadas em triplicata. 
 
4.3. Coleta, isolamento e identificação bioquímica de Aeromonas spp. 
Exemplares de tambaqui foram coletados em sistemas intensivos na fase de engorda em 
pisciculturas do município de Rio Preto da Eva, estado do Amazonas. Para análise 
microbiológica foram coletados fragmentos de rim caudal e cérebro, de forma asséptica em 
fluxo microbiológico e imediatamente inoculados em caldo BHI (Brain Heart Infusion, 
marca). Após incubação a 30 ºC por 24 h, uma alçada do caldo foi transferida para o meio de 
cultura ágar Mac Conkey e novamente incubado a 30 ºC por 24 h. Após crescimento de 
colônias rosadas ou esverdeadas, uma colônia foi transferida para meio TSA (Tryptic Soy 
Agar), incubada a 30°C por 24 h. Em seguida, foram realizadas as provas de catalase, oxidade 
e coloração de Gram. Com a confirmação da presença de cocobastonetes Gram-negativos puros, 
positivos para catalase e oxidase, partiu-se para a caracterização bioquímica por meio do kit 
API 20E. Os isolados sugestivos de Aeromonas spp. foram armazenados em TSB (Tryptic Soy 
Broth) com 20% de glicerol estéril, a -80°C, e fazem parte do banco de cepas do Laboratório 
de Piscicultura da Embrapa Amazônia Ocidental. 
 
4.4. Identificação molecular dos isolados de Aeromonas spp. 
4.4.1. Extração de DNA 
Uma colônia de cada isolado foi transferida a um tubo contendo meio de cultura TSB e 
incubado por 18 h ou até que se atingisse a DO600 de 1 a 1,5. Após os períodos de incubação, 
1,0 mL da cultura bacteriana foi centrifugado a 12.000 ×g por 1 min, o sobrenadante descartado 
e o pellet congelado a -20°C para posterior extração do DNA. Utilizou-se o kit DNeasy Blood 
and Tissue (Qiagen) segundo metodologia do fabricante. A quantificação foi feita por 
fluorimetria, utilizando o aparelho QuBit 4.0 (ThermoFisher) e realizada no Laboratório 
Multiusuário de Sequenciamento em Larga Escala e Expressão Gênica (UNESP, Jaboticabal, 
SP). 
 
4.4.2. PCR padrão 
A reação consistiu em: 2,5 µL de tampão 10X (10 mM Tris-HCl, 50 mM KCl); 0,2 µL 
de 25 mM DNTP; 1,0 µL 50 mM MgSO4; 0,2 µL de Taq High Fidelity (Platinum®Taq DNA 




25 ng; água ultrapura q.s.p. 25 µL de reação. O programa de amplificação utilizado foi: 94 ºC 
por 2 min, 35 ciclos a 94 ºC por 30 segundos, temperatura de 55 °C, específica para anelamento 
de cada primer, por 30 s, 68 ºC por 1,5 min e 68 ºC por 10 min para extensão final. 
Foram utilizados os “primers”, para o gene 16S rRNA bacteriano, foram fD1 (GAG 
TTT GAT CCT GGC TCA G) e rD1 (TAA GGA GGT GAT CCA GCC), de acordo com 
descrito por Weisburg et al. (1991). Os amplicons gerados (1540 pb) foram visualizados por 
eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corado com brometo de etídeo. A corrida foi realizada 
seguindo as recomendações de Sambrook et al. (2001). 
 
4.4.3. Purificação dos produtos de PCR e sequenciamento genético 
Os produtos de PCR foram purificados pelo Kit MinElute (Qiagen, Crawley, West 
Sussex, UK) de acordo com instruções do fabricante. Em seguida, foi feita a quantificação dos 
produtos de PCR purificados em QuBit 4.0, e realizado sequenciamento genético, a partir de 
50 ng µL-1 de amostra. A metodologia de sequenciamento foi a preconizada por Sanger (1977). 
Os produtos de PCR das amostras foram amplificados com a enzima AmpliTaq polimerase e 
“BigDye Terminator” (Applied Biosystems) conforme as recomendações do fabricante, 
utilizando o conjunto de oligonucleotídeos iniciadores fD1 e rD1. O sequenciamento foi 
realizado no Laboratório Multiusuário de Sequenciamento em Larga Escala e Expressão Gênica 
(UNESP, Jaboticabal, SP). 
 
4.4.4. Análise das sequências de nucleotídeos 
As sequências obtidas foram visualizadas no programa Geneious (v. 11.5.1), onde foi 
possível obter a qualidade das sequencias, e limpeza das porções inicial e final. Utilizando a 
ferramenta BLASTn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), o fragmento foi comparado com 
as sequências depositadas no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), admitindo-se 
uma cobertura de 100% e identidade igual ou superior a 98% com o padrão depositado para 
confirmação da especificidade da sequência. Em seguida, as sequências deste estudo serão 
depositadas no banco de dados do NCBI GenBank para obtenção de números de acesso. 
 
4.5. Produção de biofilme 
Os isolados de A. hydrophila e A. jandaei foram inoculados em 3 mL de TSB e 
incubados a 30 °C por 24 h. Após a incubação, 5 μL foi aplicados em microplacas novas e 
estéreis contendo 195 μL de TSB e re-incubados a 30° C por 24 h. Então, as microplacas foram 




solução de violeta de genciana a 0,25% e expostas por 2-3 minutos à temperatura ambiente. 
As microplacas foram lavadas novamente e 200 µL de álcool-acetona (80:20) foram 
adicionados. Como controle negativo para este teste foi utilizada uma cepa de Escherichia 
coli DH5-α por comprovadamente não formar biofilme. 
A densidade óptica (DO) de cada poço foi medida a 620 nm usando um leitor de 
placas ELISA Datamed tecnologia (Thermo scientific). Em seguida, as amostras foram 
classificadas como positivas ou negativas para formação biofilme. Com base na média do 
controle negativo (DNC), os isolados foram classificados como não formador biofilme 
(ODS ≤ ODNC), fraco (ODNC <ODS ≤ (2 x ODNC), moderado (2xODNC) <ODS ≤ 
(4xODNC) ou forte (4xODNC)≤ ODS produtores de biofilme (MERINO et al., 2009). 
Todos os ensaios foram realizados em triplicata. 
 
4.6. Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Bactericida 
Mínima (CBM) 
O equivalente a 0,20 g dos OEs de A. triphylla, C. cajucara, morfotipos branca e 
vermelha, C. citratus e L. gracilis foi pesado, e diluído em 1 mL de DMSO 
(Dimetilsulfóxido 50% v/v). Em seguida o volume foi filtrado e 1 mL diluído  em 4 mL de 
caldo Mueller Hinton (Himedia). A concentração no primeiro poço variou de 20.000 μg 
mL-1   para L. gracilis e C. citratus a 160.000 μg mL-1 para A. triphilla e C. cajucara 
morfotipos branca e vermelha. A atividade antimicrobiana foi avaliada pelo método de 
microdiluição em caldo e a determinação da CIM foi realizada de acordo com Souza et al. 
(2017). Em resumo: distribuição de 100 μL de caldo Müller-Hinton (MHB) em microplaca 
de 96 poços. Em seguida, 100 μL da solução-mãe do OEs foram adicionados ao primeiro 
poço, homogeneizado, transferido para o segundo e assim obtendo sucessivamente as demais 
concentrações, totalizando sete concentrações. Em relação ao florfenicol, a solução estoque 
foi de 16 μg mL-1 e as concentrações finais na placa foram: 8, 4, 2, 1, 0,5; 0,25; 0,125 μg 
mL-1. O inóculo inicial da bactéria foi preparado com turbidez equivalente a 0,5 na escala 
de McFarland, diluído 1:1000 em caldo Mueller Hinton. Assim, 100 μL da suspensão 
bacteriana foi distribuídas aos poços contendo OEs e o diluente. As placas foram incubadas 
a 30°C por 24 h em condições aeróbicas. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. 
Posteriormente, uma alíquota de 10 μL foi semeada em Mueller Hinton Agar. Após 24 horas 
de incubação a 30°C, a concentração bactericida mínima (CBM) foi definida como a menor 
concentração de OEs /florfenicol necessários para matar o inóculo bacteriano. Além do 
controle positivo (Aeromonas) e controle negativo (Caldo Mueller Hinton) foi determinada a 







4.7. Atividade antibiofilme OEs  
Os inóculos bacterianos foram cultivados em tubos contendo 3 mL de TSB a 0,25% por 
24 h a 30°C. Em seguida, 100 μL dessa cultura foram adicionados a uma microplaca de 96 
poços juntamente com 100 μL da solução que contém o equivalente a metade do valor da CBM, 
observado na microdiluição da placa. Após 24 h de incubação a 30°C, as microplacas foram 
lavadas com 200 µL de água destilada três vezes. Posteriormente, os poços foram corados com 
100 μL de violeta de genciana a 0,25% por 5 min. Todos os poços foram lavados novamente e, 
em seguida, 200 μL de álcool-acetona (80:20) foram usados para análise de DO em um leitor 
de microplacas, medido a 620 nm. 
A interferência dos OEs de A. triphylla, C. cajucara, morfotipo branca, C. citratus e L. 
gracilis no biofilme foi avaliada comparando-se a formação inicial do biofilme com a 
formação do biofilme após o uso dos OEs. Para avaliar a interferência dos OEs no biofilme 
consolidado, microplacas contendo 100 μL das suspensões bacterianas foram incubadas a 
30°C por 24 h antes da formação do biofilme. Depois da incubação, as microplacas foram 
lavadas três vezes com 200 μL de água destilada para remover a população de células não 
ligadas. A DO (620 nm) foi determinada após a adição dos OEs nos horários 0 h e 24 h. A 
leitura foi realizada em leitor de placa de ELISA no tempo 0 h. Depois, 200 μL da solução 
que contém o OE, equivalente à metade do valor de CBM observado na microdiluição em 
placas foi adicionada e, imediatamente incubada. A segunda leitura foi realizada após 24 h. A 
interferência dos OEs no biofilme consolidado foi definida pela equação: DO 0 h em média / 
DO 24 h em média x 100. O controle negativo foi o meio TSB estéril. Os ensaios foram 
realizados em triplicata. 
 
4.8. Potencial sinérgico dos OEs e florfenicol 
O ensaio de sinergismo foi realizado em placas de 96 poços, com emprego do florfenicol 
(antibiótico, Sigma-Aldrich a 99% de pureza) e dos OEs (A. triphylla, C. citratus, C. cajucara 
morfotipo branco e L. gracilis). Foram preparadas 12 diferentes concentrações de cada OE e 8 
concentrações diferentes do florfenicol (32, 16, 8, 4, 2,1,0,5 e 0,125 μg mL-1). 
Um volume de 100 μL de caldo MHB foi introduzido em todos os poços da placa. Na 
coluna número 12 foram adicionados 100 μL do OE em uma concentração de 4 ordens de 
magnitude superior à concentração inibitória mínima (CIM), fazendo-se assim as diluições 
seriadas horizontalmente na placa até a coluna número 1. Em seguida, foram introduzidas as 




1, na linha B 16 μg mL-1, e assim sucessivamente até a linha G. Uma alíquota de 30 μL da 
suspensão bacteriana, preparada conforme descrito anteriormente, foi inoculada em cada poço. 
Na última linha da placa, 100 μL da bactéria foi introduzida em três poços (controle positivo) 
e outros três poços receberam somente meio de cultura MHB (controle negativo). Após a 
incubação a 30°C por 24 h, 30 μL de uma solução de cloreto de trifeniltetrazólio (0,5 %) foram 
adicionados a cada poço. 
O Índice de Frações Inibitórias (IFI) foi calculado usando a seguinte equação: IFI OEs = MIC 
combinado / MIC isolado ou IFI florfenicol = MIC combinado /MIC isolado. A soma das IFIs 
(ΣIFI = IFI OEs + IFI florfenicol) foi utilizada para classificar os efeitos através da seguinte 
forma: sinergismo quando ΣIFI ≤ 0,5; aditivo quando 0,5 <IIF <1; indiferente quando 1 <ΣIFI 
<2 e; e antagonismo quando ΣIFI> 2. 
5. RESULTADOS 
Conforme dados da Tabela 3, foram identificados pela análise química, 98,7% dos 
compostos químicos do OEs de A. triphylla, sendo β-pineno o monoterpeno mais abundante 
com 22,1 %, seguido por monotrans-pinocanfona, acetato de trans-pinocarvila, guaiol, cis-
pinocanfona e trans-pinocarveol. Os demais compostos apresentaram concentrações inferiores 
a 3,0% do total. 
No OE de C. citratus 97,8% de compostos químicos foram identificados, sendo o 
geranial (45,7 %) o composto majoritário, seguido por neral, mirceno e geroniol  (Tabela 
3), enquanto os outros compostos se apresentaram em concentrações inferiores a 1,4%. O OE 
de C. cajucara (morfotipo branco) apresentou como constituinte majoritário o linalol 
(23,02%), seguido pelos sesquiterpenos trans-cariofileno, Germacreno D, trans-nerolidol, 
beta-bourboneno e biciclogermacreno (Tabela 3). Foram identificados 91,7%  dos compostos 
químicos deste OE. Os demais compostos somaram concentrações inferiores a  3,0 % do total. 
Já o óleo de C. cajucara (morfotipo vermelho) apresentou como constituinte majoritário 
ogermacreno D (11,5%), seguido por germacreno A, β-elemeno, 
biciclogermacreno e E–cariofileno (Tabela 3). Os demais compostos somaram concentrações 
inferiores a 3,0 % do total. Foram identificados 86,6% dos compostos químicos deste OE.  
O OE de L. gracilis apresentou como composto majoritário o carvacrol (42,2 %), 
seguido pelo p-cimeno, γ-terpineno e timol, metil-éter (Tabela 3). Os demais compostos 
apresentaram concentrações inferiores a 5,1% do total. Foram identificados 99,8% dos 






Tabela 3. Principais compostos majoritários dos óleos essenciais. 
 






β-pineno (22,1), mono trans- 
pinocanfona (13,1), acetato de trans- 
pinocarvila (7,6), guaiol (5,3), cis- 
pinocanfona (4,9), trans-pinocarveol 
(3,7). 
Cymbopogon citratus Capim santo  Geranial (45,7), neral (33,9), 










Os isolados de A. hydrophila e A. jandaei foram selecionados quanto à formação de biofilme. 
Das sete cepas pertencentes ao acervo do laboratório de piscicultura da Embrapa Amazônia 
Ocidental, foi possível detectar a formação de biofilme classificado como fraco em quatro 
delas (Tabela 4). 
Croton cajucara 
(morfotipo branco) 
Sacaca branca Linalol (23,02), trans-cariofileno 
(13,7), germacreno D (8,05), trans- 
nerolidol (7,3), beta-bourboneno 
(4,8), biciclogermacreno (3,8). 
Croton cajucara 
(morfotipo vermelho) 
Sacaca vermelha Germacreno D (11,5), germacreno A 
(6,1), Β-elemeno (6,0), 
biciclogermacreno (5,8), (E)- 
cariofileno (5,0). 
Lippia gracilis Alecrim de tabuleiro Carvacrol (42,2), p-cimeno (11,2), γ- 







Tabela 4. Classificação dos isolados de Aeromonas hydrophila e A. jandaei para produção de biofilme. 
 
CEPAS N° DE ACESSO 
AO GENBANK 
ESPÉCIE D.O. CLASSIFICAÇÃO 
ATCC 7966 ATCC7966 A. 
hydrophila 
0,066 Não produtor 
A-562 MW940903 A. hydrophila 0,066 Não produtor 
A-533 MW940900 A. hydrophila 0,071 Não produtor 
A-284 MW940902 A. hydrophila 0,095 Produtor fraco 
A-248 MW940899 A. hydrophila 0,085 Produtor fraco 
INPA MW940898 A. hydrophila 0,143 Produtor fraco 




0,087 Produtor fraco 
D.O.= densidade óptica 
 
Em relação a CIM e CBM dos cinco OEs e o florfenicol  avaliados neste estudo, todos os 
OEs foram classificadas com fraca atividade antimicrobiana. Os OEs apresentaram CIM entre 
640.000 e 5.000 µg mL-1 (Tabela 3). Foi utilizada a cepa de E. coli (DH5-α) como controle da 
metodologia. 
 
Tabela 3. Concentração inibitória mínima (CIM) e bactericida mínima (CBM) dos OEs de 
Aloysia triphylla, Cymbopogon citratus, Croton cajucara morfotipos branco e vermelho, 







CEPAS                   Óleos essenciais  
CIM 
(μg mL-  1 ) 
CBM 









 Cymbopogon citratus 5.000 5.000 
 Croton cajucara 
(morfotipo branco) 
160.000 160.000 
 Croton cajucara 
(morfotipo vermelho) 
> 640.000 > 640.000 
 Lippia gracilis 5.000 5.000 









 Cymbopogon citratus 5.000 5.000 
 Croton cajucara 
(morfotipo branco) 
160.000 >160.000 
 Croton cajucara 
(morfotipo vermelho) 
> 640.000 > 640.000 
 Lippia gracilis 5.000 5.000 












































 Cymbopogon citratus 5.000 5.000 
 Croton cajucara 
(morfotipo branco) 
> 640.000 > 640.000 


















DH5-α    




Na Tabela 6 observam-se as diferentes interações entre os OEs testados e o florfenicol. 
Houve efeito sinérgico entre o OE de C. citratus e florfenicol para todas as cepas avaliadas. O 
mesmo ocorreu com L. gracilis e o florfenicol. Nas cepas AM-70 e INPA houve efeito 
antagônico entre o OE de C. citratus e o antimicrobiano. Efeito aditivo ocorreu entre o óleo 
essencial de A. triphylla e florfenicol na cepa INPA, enquanto para a cepa AM-70 esta 
interação foi indiferente, para a cepa A-248 o efeito foi sinérgico e para a cepa A-284 foi 
antagônica. O OE de C. cajucara morfotipo branco teve efeito antagônico frente às cepas 




Tabela 6. Concentração inibitória mínima dos óleos essenciais Aloysia triphylla, Cymbopogon 
citratus, Croton cajucara morfotipo branco e Lippia gracilis isolados e combinados com 
florfenicol, somatório dos índices de frações inibitórias e classificação do efeito sinérgico 
apresentado frente às cepas de  Aeromonas hydrophila e Aeromonas  jandaei. 
 
Cepas 
Óleo essencial / 
Antimicrobiano 













 Florfenicol 2 0,5   
 Cymbopogon citratus 5.000 1.250 0,312 Sinergismo 
 Florfenicol 2 0,125   
 Croton cajucara morfotipo 160.00 640.00 4,06 Antagonismo 
 branco     
 Florfenicol 2 0,125   
 Lippia gracilis 5.000 1.250 0,5 Sinergismo 













 Florfenicol 4 0,5   
 Cymbopogon citratus 5.000 1.250 0,375 Sinergismo 
 Florfenicol 4 0,5   
 Croton cajucara morfotipo 160.00 640.00 4,125 Antagonismo 
 branco     
 Florfenicol 4 0,25   
 Lippia gracilis 5.000 1.250 0,375 Sinergismo 













 Florfenicol 2 1   
 Cymbopogon citratus 5.000 1.250 0,5 Sinergismo 
 Florfenicol 2 0,5   
 Lippia gracilis 5.000 1.250 0,5 Sinergismo 


































CIMI = Concentração inibitória mínima do EOs/florfenicol isolado 
 CIMC = Concentração inibitória mínima do óleo essencial/antimicrobiano combinado 
∑IFI = Somatória dos índices de frações inibitórias 
Sinergismo quando ΣIFI ≤ 0,5;  
Aditivo quando 0,5 <IIF <1; 
Indiferente quando 1 <ΣIFI <2 e 
Antagonismo quando ΣIFI> 2. 
 
Na Tabela 7 observa-se a interferência dos OEs de A. triphylla, C. citratus, C. 
cajucaramorfotipo branco e L. gracilis no biofilme consolidado das cepas estudadas. A 
D.O. foi igual ou menor que o controle negativo, indicando que as cepas passaram de produtores 
fracos de biofilme para não produtores. 
 
Tabela 7. Interferência dos OEs de Aloysia triphylla, Cymbopogon citratus, Croton cajucara 
morfotipo branco e Lippia gracilis no biofilme consolidado de cepas de Aeromonas. 











AM-70 0,05663 - 0,05940 0,07503 Não produtor 
INPA 0,06070 0,06997 0,06700 0,06990 Não produtor 
A-248 0,06307 0,06453 - 0,08180 Não produtor 
A-284 0,05617 0,06477 - 0,06507 Não produtor 
Controle 
negativo 





Na Tabela 8 observa-se a atividade dos OEs de A. triphylla, C. citratus, C. cajucara 
morfotipo branco e L. gracilis adicionados imediatamente (0 h) e após (24 h) sobre a 
formação de biofilme dos isolados de A. hydrophila e A. jandaei. Todos os OEs apresentaram 
alta atividade antibiofilme, com destaque para L. gracilis com 287,3% de atividade frente à 
cepa A-248, C. citratus com 827,4% frente à cepa INPA, A. triphyla com 145,2% frente à 
cepa A-284 e C. cajucara morfotipo branco frente à cepa AM-70 apresentando 135,8% de 
atividade. 
 
Tabela 8. Atividade dos OEs (em %) de Aloysia triphylla, Cymbopogon citratus, Croton 
cajucara morfotipo branco e Lippia gracilis na formação de biofilme das cepas de Aeromonas 
hydrophila e Aeromonas jandaei classificadas como produtores fracos. 
 
CEPAS 
                 OEs 
 Lippia gracilis  
 D.O. 0 h D.O. 24 h D.O. 24 h – 0 h (%) 
AM-70 0,251 0,091 274,7 
INPA 0,288 0,298 96,4 
A-248 0,259 0,090 287,3 
A-284 0,329 0,175 187,8 
Cymbopogon citratus 
AM-70 0,047 0,063 74,8 
INPA 1,568 0,189 827,4 
A-248 1,591 0,272 583,2 
A-284 1,512 0,287 525,5 
  Aloysia triphyla  
AM-70 0,281 0,422 66,7 
INPA 0,427 0,330 129,5 
A-248 0,357 0,255 140 
A-284 0,278 0,192 145,2 
Croton cajucara morfotipo branco 





Os OEs estão presentes nas plantas como produto natural e apresentam compostos 
aromáticos voláteis originados do metabolismo secundário das plantas. As propriedades 
terapêuticas e organolépticas dos OE se devem à presença de monoterpenos, sesquiterpenos e 
de fenilpropanoides, entre outros compostos voláteis. Esses compostos fornecem a atividade 
biológica dos OEs como antiparasitária, antimicrobiana e antifúngica (SARTO et al., 2014). 
No presente trabalho, os componentes majoritários encontrados no OE de A. triphylla 
foram o β-pineno (22,1%), mono trans-pinocanfona (13,1%) e o acetato de trans-pinocarvila 
(7,6%). Em contrapartida, Souza et al. (2017) encontraram α-citral, E-carveol e limoneno 
como constituintes majoritários do mesmo OE, a partir de plantas cultivadas no município de 
Frederico Westphalen, Rio Grande do Sul. Foi utilizada também a técnica de destilação a 
vapor com aparelho Clevenger. Sgarbossa et al. (2019) cultivaram essa mesma planta no 
estado do Rio Grande do Sul durante as quatro estações, com diferentes níveis de irrigação, e 
identificaram como constituintes majoritários α-citral, limoneno e o β-citral, pela mesma 
metodologia. Parodi et al. (2020) também identificaram como constituintes majoritários 
limoneno, α-citral e β-citral, sendo que o cultivo da planta foi na mesma cidade e foi utilizada 
a mesma técnica de extração que Sgarbossa et al. (2019). Na pesquisa de Silva et al. (2014), 
α-citral, β-citral e o mirceno foram identificados como componentes majoritários e o método 
de extração utilizado foi extrator por arrasto com vapor d’água, o qual foi construído com 
material de fácil aquisição e baixo custo. 
    Em relação aos compostos majoritários do OE de C. citratus, foram obtidos no presente 
estudo geranial (45,7%) e neral (33,9%). Corroborando com nossos resultados, Pinto et al. 
(2014), cuja origem das plantas é o estado do Paraná, identificaram geranial (39,7%) e neral 
(29,6%) como compostos majoritários do OE de capim santo. Assane et al. (2020) utilizando 
este mesmo OE comercial, mas de origem indiana, também encontraram os compostos 
majoritários geranial (40%) e neral (30,4%) como constituintes majoritários. Todos os 
trabalhos supracitados utilizaram para identificação dos constituintes químicos a 
cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massa (GC-MS), ocorrendo pouca variação 
no percentual destes componentes majoritários comparados com nosso estudo. Em diversos 
outros estudos, estes mesmos componentes do OE de C. citratus cultivado em diferentes 
localidades diferiramm parcialmente apenas na quantidade de alguns compostos presentes no 




Os compostos majoritários do OE de L. gracilis no presente estudo foram carvacrol 
(42,2%), p-cimeno (11,2%) e γ-terpineno (10,7%). Já Felix et al. (2021) avaliando a 
composição química desse mesmo OE, cujas plantas foram cultivadas na região da Serra da 
Gadelha, no Estado de Ceará, e utilizando técnica de hidrodestilação em aparelho de Clevenger, 
identificaram o timol e o 1,8-cineol como constituintes majoritários.  DASilva et al. (2019) 
fizeram levantamento dos constituintes majoritário do OE de L. gracilis de sete morfotipos 
diferentes no estado de Sergipe e os compostos timol e carvacrol foram identificados como 
constituintes químicos majoritários. Estes mesmos compostos foram encontrados por Santos et 
al. (2014) e Melo et al. (2013). 
Componentes majoritários do OE de C. cajucara morfotipo branco em nosso estudo 
foram linalol (23%), trans-cariofileno (13,3%) e germacreno D (8,0%). Já Chaves et al. (2006) 
encontraram linalol (28,7%), beta-cariofileno (13,0%) e nerolidol (9,3%) como compostos 
majoritários no OE de sacaca branca, cujas plantas são de origem do estado do Amazonas. 
Estes mesmos compostos também foram encontrados por Azevedo et al. (2012) apenas em 
concentrações diferentes: linalol (45%), β -cariofileno (14,1%) e nerolidol (13,3%). 
Os componentes majoritários do OE de C. cajucara morfotipo vermelho deste estudo 
foram germacreno D (11,5%), germacreno A (6,1%) e beta-elemeno (6,0%), enaquanto no 
trabalho de Chaves et al. (2006) foram 5-hidroxicalameneno (25,5%), linalol (18,9%) e 
deltacadinemo (7,1%). Azevedo et al. (2012) identificaram no OE da sacaca do morfotipo 
vermelho um alto teor de 7-hidroxicalameneno de até 44,3%, linalol (28,6 %) e β- cariofileno 
(10,4%). Tanto no trabalho de Chaves et al. (2006) quanto no de Azevedo et al. (2012), a 
técnica de extração para a obtenção dos OE foi hidrodestilação em aparelho de clevenger, 
entretanto, os dois resultados foram diferentes dos nossos. 
Nota-se que a composição química dos OEs pode variar dependendo da localidade, 
estação, clima, metodologia de extração e vários outros fatores (SARAIVA et al., 2020; 
SCOTTI et al., 2021). 
Entre os OEs testados, apenas a espécie C. cajucara morfotipo vermelho demonstrou 
atividade antimicrobiana fraca nas concentrações testadas (>640.000 µg mL-1) frente A. 
hydrophila e A. jandaei isoladas de tambaqui. A atividade antimicrobiana do OE das espécies 
de Croton foi relatada por alguns autores para diferentes bactérias, entre elas Staphylococcus 
aureus, Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae (SIQUEIRA et al., 2021), além de 
Salmonella thyphimurium, Listeria monocytogenes e Bacillus cereus (PEREIRA et al., 2019). 
Em um trabalho realizado por Azevedo et al. (2013), o OE  de C. cajucara morfotipo 
vermelho, rico em 7-hidroxicalameneno, foi eficaz contra S. aureus, Mycobacterium 
smegmatis, Mycobacterium tuberculosis, Mucor circinelloides e Rhizopus oryzae resistentes à 
meticilina, usando o ensaio de diluição em caldo com CIM de 4,76 µg mL-1; 39,06 µg mL-1; 
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4,88 µg mL-1; 0,152 µg mL-1 e 0,63 µg mL-1, respectivamente.  Para o OE de C. cajucara 
morfotipo branco, cujo componente majoritário foi o linalol,  houve ação inibitória considerada 
fraca  frente a cepa de A. jandaei (AM-70) e uma cepa de A. hydrophila (INPA)  com CIM de 
160.000 µg mL-1. Azevedo et al. (2012) avaliaram a atividade antibacteriana do OEs de C. 
cajucara, morfotipos branco e vermelho, e seus compostos majoritários frente a S. aureus, e os 
autores constataram que o 7-hidroxicalameneno (composto do morfotipo vermelho) isolado 
apresentou alta atividade bactericida, com CIM de 0,3 μg mL- 1, enquanto o linalol (composto 
do morfotipo branco) demostrou atividade antibacteriana com CIM > 2.500 μg mL-1. 
No presente estudo, o OE de A. triphylla teve os valores de CIM de 80.000 µg mL-1 
para cepa de A. jandaei (AM-70) e CBM de 160.000 µg mL-1, e para as cepas de A. 
hydrophila CIM e CBM foram de 160.000 µg mL-1, sendo classificada com fraca atividade 
antimicrobiana.  Souza  et al. (2017) analisaram a susceptibilidade de Aeromonas spp. ao OE 
de A. triphylla por meio  da CBM e constataram que o OE inibiu o crescimento da bactéria em 
concentrações que variaram entre 3.125 e 195,5 µg mL-1. Essa diferença na concentração 
bactericida do OE pode ser devida a diferenças nos compostos majoritários identificados em 
cada estudo. Em nossa pesquisa foram o β-pineno (22,1%), mono trans-pinocanfona (13,1%) e 
acetato de trans- pinocarvila (7,6%), já no Souza et al. (2017) foram α-citral (39,91%), E-
carveol (25,36%) e limoneno (21,52%). 
Gallani et al. (2020) e Assane et al. (2020) avaliaram o OEs de capim santo frente a A. 
hydrophila e A. jandaei isoladas de peixes de água doce exibindo efeito bactericida na 
concentração de 1.875 µg mL-1 e 4.370 µg mL-1, respectivamente. A diferença da atividade 
antimicrobiana pode estar ligada à composição química dos OEs, como também na 
virulência da cepa. O OE de L. gracilis demostrou atividade antimicrobina, com CIM e 
CBM de 5.000 µg mL-1 para todas as cepas testadas. Há poucas pesquisas sobre atividade 
antimicrobiana do OE de L. gracilis com a técnica de microdiluição em placas de 96 poços. 
Dantas  et  al. (2010) e  Cardoso-Junior et  al. (2021)  avaliaram esse OE  por meio de teste de 
difusão em ágar e reportaram inibição do crescimento dos microrganismos testados: L. 
monocytogenes (34 mm), S. aureus (36 mm) e S. epidermis (40 mm) e  Salmonella sp. (27,57 
mm) e  E. coli (20,55 mm). Pelo tamanho do diâmetro do halo, os isolados bacterianos foram 
classificados como susceptíveis ao OE de L. gracilis, pelos autores supracitados.   
Para classificação da atividade antimicrobiana dos óleos, foi utilizado critérios 
reportados por Aligiannis et al. (2001),  Gallani et al.(2020)  e Assane et al., (2020)  em 
que, valores de CIM até  e 500 µg mL-1  são considerados como forte atividade 
antimicrobiana;  de 600 a 1500 µg mL-1 moderada;  e acima de  1600 µg mL-
1 são caracterizados como tendo atividade antimicrobiana fraca. Sendo assim, de acordo com 
essa classificação, todos os OEs testados demostraram atividade antimicrobiana fraca frente as 
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cepas de  A. hydrophila e A. jandaei avaliadas neste estudo. 
Sugere-se aqui que a susceptibilidade de diferentes espécies bacterianas depende 
diretamente do componente majoritário presente no OE avaliado. Conforme as nossas 
análises, os OEs da família Verbenaceae (A. triphylla e L. gracilis) apresentam em seus 
compostos majoritários, monoterpenos β-pineno e o carvacrol, respectivamente. Há relatos de 
uma ampla variedade de atividades desses compostos incluindo modulação da resistência a 
antimicrobianos, efeitos anticoagulantes, antitumorais e antimicrobianos (SALEHI et al., 
2019). 
Bandeira et al. (2018) constataram que o fitoquímico carvacrol possui significativa 
atividade antibacteriana, inibindo a formação de biofilme e interferindo na hemólise celular 
frente a A. hydrophila. Várias pesquisas constataram a eficiência do carvacrol frente a bactérias 
Gram-positivas e Gram-negativas, inibindo a atividade bacteriana e tendo ação de antibiofilme 
(MARCHESE et al., 2018; CABARKAPA et al., 2019; KACHUR et al., 2020). 
Os OEs de C. cajucara mofortipos branco e vermelho apresentaram uma composição 
diferente entre si e, apenas o morfotipo branco apresentou atividade antimicrobiana frente às 
cepas de A. hydrophila e A. jandaei testadas. Os constituintes em maiores concentrações no 
morfotipo branco foram o linalol, um terpeno, e trans-cariofileno, um sesquiperpeno. Foi  
relatado nos trabalhos de Bandeira et al. (2018; 2021) que o constituinte químico linalol tem 
atividade antibacteriana contra A. hydrophila. Os testes foram realizados in vitro com isolados 
bacterianos de jundiá, e in vivo, com banhos de imersão em combinação com florfenicol. 
Hayatghe et al. (2020) também avaliaram o linalol e identificaram em testes in vitro a atividade 
antibacteriana considerada moderada frente A. hydrophila e A. salmonicida isoladas de trutas 
(Salvelinus fontinalis e Oncorhynchus mykiss). 
Nos testes para produção de biofilme, as cepas de A. hydrophila (INPA, A-248 e A-284) 
e A. jandaei (AM-70) foram classificadas como produtoras fracas de biofilme. Em seguida, no 
ensaio de antibiofilme, todos os OEs testados no presente estudo reduziram a formação de 
biofilme das cepas avaliadas, que passaram de produtoras fracas para não produtoras.  Souza  et 
al. (2017) avaliaram a atividade antibiofilme do OE de A. triphylla frente Aeromonas spp. 
utilizando a técnica de microdiluição em placas de 96 poços. O OE foi efetivo, reduzindo a 
formação de biofilme e as cepas que eram produtoras fracas, após tratamento com o OE 
passaram para não produtoras.  
Em relação à interferência dos OEs no biofilme consolidado, no presente estudo, o OE de A. 
triphylla conseguiu reduzir a DO após 24 h de incubação nas 3 cepas de A. hydrophila, sendo 
elas: INPA (D.O. de 0,0427 para 0,330), A-248 (D.O. de 0,357 para 0,255) e A-284 (D.O. de 
0,278 para 0,192; Tabela 8). Em contrapartida, no estudo de Souza et al. (2017) não houve 
efeito do OE de A. triphylla no biofilme consolidado dos isolados de Aeromonas, visto que a 
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D.O. aumentou frente as duas cepas de Aeromonas spp. testadas: cepa nº 60 (D.O. passou de 
0,052 para 0,063 em 24 h) e cepa nº 74 (D.O. passou de 0,044 para 0,050 em 24 h). 
Há escassez de dados na literatura sobre o uso dos OEs das espécies usadas nessa 
pesquisa que exerçam atividade antibiofilme em bactérias, tornando difíceis as comparações 
com outros trabalhos. Porfírio et al. (2017) que relataram a ação antibiofilme do OE de L. alba 
e sugeriram que a atividade antimicrobiana deste OE possa estar relacionada ao citral, 
composto majoritário da planta, uma vez que esse composto isolado conseguiu inibir o 
crescimento da cepa de S. aureus, apresentando uma CIM de 0,5 µg mL-1. 
Azevedo et al. (2016) avaliaram a atividade antifúngica e antibiofilme do composto 
químico 7-hidroxicalameneno da espécie C. cajucara (morfotipo vermelho) frente a Candida 
spp., identificando valores de CIM variando de 39,06 µg mL-1 a 78,12 µg mL-1, no entanto, os 
resultados revelaram que o 7-hidroxicalameneno afetou a formação de biofilme apenas na 
concentração de 2.500 μg mL-1 (27% de inibição). 
Scotti et al. (2021) analisaram o potencial dos OE de Cinnamomum verum, 
Cymbopogon martini, C. citratus e C. flexuosus no crescimento, formação de biofilme e 
expressão gênica de 4 cepas de E. coli O157: H7. A atividade antimicrobiana foi calculada por 
meio de diluições dos OEs variando de 0,001 a 1,2% (v/v) e doses subinibitórias foram usadas 
para o ensaio de inibição de biofilme. Todos os OEs mostraram CIM variando de 0,0075 a 
0,3% (v/v). O OE da casca de C. verum teve a melhor atividade (CIM de 0,0075% (v/v) em 
todas as cepas), enquanto o OE da folha de C. verum teve uma eficácia intermediária, com 
CIM de 0,175% (v/v) em quase todas as cepas. Os OEs de Cymbopogon spp. mostraram CIMs 
mais variáveis (entre 0,075 e 0,3% (v/v)) dependendo da cepa usada. Todavia, todos os OEs 
supracitados foram considerados de grande potencial para o tratamento de microrganismos. 
No presente estudo analisamos o sinergismo entre os OEs de A. triphylla, C. cajucara 
morfotipo branco, C. citratus, L. gracilis com florfenicol. Dentre os OEs testados, apenas EO 
de L. gracilis obteve sinergia com o florfenicol, reduzindo a concentração do fármaco de 4 µg 
mL-1 para 0,5 µg mL-1 quando combinado com o OEs, frente todas as cepas avaliadas neste 
estudo. Essa interação também diminuiu a CIM do OEs de L. gracilis, visto que passou de 
5.000 µg mL-1 para 1.250 µg mL-1. 
Já OE de A. triphylla teve efeito sinérgico na cepa A-248, reduzindo a concentração  do 
florfenicol de 2 µg mL-1 para 1 µg mL-1, o mesmo ocorreu com a CIM desse OE, que sozinho 
era de 160.000 µg mL-1 e combinado com o florfenicol foi reduzido para 312,5 µg mL-1. 
Souza et al. (2017) avaliaram esse mesmo OE em combinação com florfenicol frente 
Aeromonas spp. e identificaram o sinergismo, com a redução do antibiótico sozinho de 1,95 mg 
mL-1 para 0,6 a 0,48 mg mL-1 (dependendo da cepa) e com a redução do OE,  de 390.6 mg 
mL-1,sozinho, para 97,6 a 12,2 mg  mL-1, quando combinado com o antibiótico. 
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Deepika et al. (2019) também testaram florfenicol frente A. hydrophila, mas utilizando 
o composto rutina, isolado de casca de laranja (Citrus sinensis). Foi observado sinergismo, com 
redução do valor de CIM de ambos os compostos: florfenicol de 16 µg mL-1 sozinho para 4 µg 
mL-1 quando em combinação com o composto, e a rutina, que sozinha era de 1100 µg mL-1 e 
foi reduzida para 247 µg mL-1 quando combinada com florfenicol. Seguindo essa ideia, Zhoa 
et al. (2018) testaram in vitro e in vivo o mio-inositol que pertence ao complexo da vitamina B, 
como adjuvante do florfenicol contra infecção por A. hydrophila em carpa comum. 
Constararam que o florfenicol teve maior eficácia bactericida na presença de mio-inositol. Esses 
resultados mostram que a terapia combinada é uma opção promissora para o tratamento de A. 
hydrophila em peixes, visto que pode reduzir a resistência bacteriana e a quantidade de 
fármacos lançados na água. 
Algumas espécies de Croton vêm sendo testadas sozinhas ou em sinergismo com 
antimicrobianos devido ao potencial antibacteriano frente a uma variedade de bactérias, tais 
como Salmonella enterica, E. coli, Serratia marcescens e Shigella flexneri (CIM de 500 µg 
mL-1) e frente a Enterococcus faecalis com CIM de 62,5 µg mL-1 (FILHO et al., 2017). Outro 
exemplo está na pesquisa de Siqueira et al. (2021) que testaram o OE extraído da espécie de 
Croton tetradenius individualmente e em combinação com ciprofloxacina e meropenem 
frente a S. aureus, E. coli e K. pneumoniae. A atividade antibacterina foi demonstrada com 
CIM variando de 2,8 a 5,6 mg mL-1, além do efeito sinérgico com os antimicrobianos. Os 
compostos majoritários do OE de C. tetradenius foram cânfora e p-cimeno. Todavia, em 
nosso estudo o OE de C. cajucara morfotipo branco não apresentou sinergismo com o 
florfenicol e foi classificado como antagônico frente às cepas de A. hydrophila e A. jandaei 
testadas. Contudo, a diferença na ação antibacteriana entre o presente estudo e o de Siqueira et 
al. (2021) pode ser explicada pela diferença dos compostos majoritários, que no caso do nosso 
estudo foi o linalol. 
O OE de C. citratus no presente estudo apresentou atividade antimicrobiana e sinérgica 
com florfenicol, reduzindo tanto a concentração do OE de 5.000 µg mL-1 sozinho para 1.250 
µg mL-1 quando combinado com o florfenicol. Já o antibiótico, que variou entre 2 e 4 µg mL-1 
isolado (dependendo da cepa avaliada), passou para 0,125 a 0,5 µg mL-1 quando combinado 
com o OE de capim-santo. O estudo de Lucena et al. (2015) demonstrou atividade 
antimicrobiana e sinérgica do OE de C. citratus com amicacina contra E. coli e S. aureus. 
Nesta interação, foi observado que ocorreu a redução do antibiótico quando associado ao OE, 
tanto para E. coli (312,5 µg mL-1 para 39,06 µg mL-1) como para S. aureus (78,12 para 4,88 
μg mL-1). 
Destaca-se que os OEs, com sua gama de metabólitos, em combinação constituem uma 
alternativa de tratamento de doenças bacterianas na piscicultura. A partir dos resultados 
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obtidos neste estudo, evidencia-se a atividade bactericida e antibiofilme de quatro OEs testados 
contra cepas de A. hydrophila e A. jandaei, assim como, uma redução na concentração do 
florfenicol quando combinado com os OEs, essas interações podem aumentar a eficácia 
terapêutica e contribuir para diminuir a seleção de cepas resistentes no ambiente aquático. 
Assim, diante da escassez de estudos que confirmem o potencial terapêutico das doses de OEs e 
antimicrobianos efetivos no processo de sinergismo in vitro, futuros estudos in vivo são 
necessários para que as concentrações de OE/florfenicol aqui apresentados possam ser testadas 







A partir do presente estudo, conclui-se que: 
O constituinte majoritário de cada um dos OEs das espécies de A. triphylla, C. 
cajucara morfotipo vermelho, C. cajucara morfotipo branco, C. citratus e L. gracilis foram: 
composto β-pineno (22,1%), germacreno D (11,5%), linalol (23%), geranial (45,7%) e 
carvacrol (42,2 %), respectivamente. 
Os isolados de Aeromonas spp. identificados pelo método bioquímico, foram  
confirmados pela técnica de sequenciamento do gene 16S rRNA como  A. hydrophila 
(INPA, A248 e A284) e A. jandaei (AM-70)  
Os cinco OEs foram classificados como tendo atividade antimicrobiana fraca. 
Alguns OEs apresentaram valores de CIM iguais à CBM, tais como L. gracilis (5.000 µg 
mL-1) e A. triphylla (160.000 µg mL-1) frente as cepas de A. hydrophila;  C. citratus (5.000 
µg mL-1) e C. cajucara morfotipo branco (160.000 µg mL-1) frente às cepas de A. jandaei 
(AM- 70) e A. hydrophila (INPA). 
Para formação de biofilme, as cepas de A. hydrophila e A. jandaei testadas foram 
classificadas como produtoras fracas. 
Os OEs de L. gracilis, A. triphylla, C. citratus e C. cajucara morfotipo branco 
apresentaram atividade de antibiofilme frente às cepas de A. hydrophila e A. jandaei 
testadas.  
Ocorreu redução do florfernicol quando combinado com os OEs frente as cepas de  
A. hydrophila e A. jandaei testadas. O OEs de A. triphylla apresentou sinergismo com o 
florfenicol para a cepa de A. hydrophila A-248. Com o OE de C. citratus ocorreu o 
sinergismo para as cepas de A. hydrophila A-248 e INPA e A. jandaei AM-70. O OE de L. 
gracilis apresentou sinergismo em todas as quatro cepas testadas. Em relação ao OE de C. 
cajucara, morfotipo branco, houve antagonismo com o antibiótico para as cepas de A. 
hydrophila INPA e A. jandaei   AM-70. Com relação à atividade antimicrobiana e ao 
processo de sinergismo com florfenicol, verificou-se que, dentre todos os óleos essenciais 
avaliados neste estudo, os óleos de L. gracilis e C. citratus foram os que apresentaram os 
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